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Vergleich zweler unterschiedlicher PCR-Protokolle zum direkten Nachwels von
Mycobacterium tuberculosis im Sputum sowie zweler Farbstoffe zum DNA-Nachweis
durch Gelelektrophorese

Eswerden zwel unterschiedliche Protokolle fir die Polymerasekettenreaktion zum Nachweis
von Mycobacterium tuberculosis evaluiert.

Die Sputumproben der 50 untersuchten Patienten wurden in drel Gruppen unterteilt. Die erste
Gruppe umfalite 20 Patienten mit gesicherter Tuberkulose. Die zweite Gruppe stellten 20
Patienten einer nicht tuberkul 6sen Bettenstation ohne Anhaltspunkte fir Tuberkulose. Die
dritte Patientengruppe umfalite 10 Patienten, von welchen uns zum Zeitpunkt der Abgabe des
Sputums weder Diagnose noch Kultur- oder histologischer Befund bekannt waren.

Folgende Ergebnisse wurden unter allen 50 untersuchten Patienten bel der Standard-PCR und
bei der Nested-PCR erzielt: Sensitivitdt 92,9% (Standard) und 64,3% (Nested), Spezifitét
80,5% (Standard) und 94,4% (Nested).

Beim Vergleich der zwel DNA-Fluoreszenzfarbstoffe Ethydiumbromid und Sybr®Greenl fir
die Gelelektrophorese verwendeten wir 2%ige Agarosegels. Beurteilt wurden die Farbstoffe
in Bezug auf die Sensitivitét, die Leuchtintensitétsabnahme unter UV-Einwirkung und die
Hintergrundfluoreszenz.



Die Analyse der Resultate ergab eine 10,5 fach hohere Sensitivitét von Sybr®Greenl, sowie
eine 6 fach hohere Sensitivitét bel Sybr®@Greenl nach zehnminutiger UV-Licht Exposition
gegentber Ethydiumbromid. Die Auswertung der Hindergrundfluoreszenz ergab keinerlei
Fluoreszenz in DNA-freien Gelabschnitten bel Sybr®Greenl, wahrend Ethydiumbromid
einen generellen Hintergrund aufwies.

Als Schluf¥folgerung ergibt sich, dal3 die Polymerasekettenreaktion eine hohe Sensitivitét und
Spezifitat im Bereich der friihen Diagnostik mykobakterieller Infektionen aufweist. Trotz der
relativ hohen Zuverlassigkeit der PCR-Methoden sollte jedoch nicht auf die konventionellen
Untersuchungsmethoden wie histologischer Nachwels und kulturelle Erregeranzucht
verzichtet werden. Die Diagnose bel Patienten mit nicht eindeutigen Standard-PCR-
Ergebnissen wird durch elne zusétzliche Untersuchung mit einer Nested-PCR erleichtert.

Der Vergleich der beiden DNA-Farbstoffe Ethydiumbromid und Sybr®Greenl zeigt, da3 die
Verwendung von Sybr®Greenl fir die praktische Anwendung in der Routineel ektrophorese
Vorteile verglichen mit dem gebrauchlichen DNA-Farbstoff Ethydiumbromid aufweist. Bis
auf die hoheren Kosten liegen diese in der hoheren Lichtempfindlichkelt, dem geringen
Fluoreszenzverlust (Fading) und der nahezu fehlenden Toxizitét.



